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@ Reservoirs biocompatibles implantables a base de coliagene permettant la conservation et/ou la culture cellulaires et/ou 

la liberation controlee de Drincioes actifs. 
@ Ces reservoirs sont essentiellement constitues de colia- 
gene eventuellement assoctes a des mucopolysaccharides 
et/ou a. de la gelatine; ces reservoirs peuvent ainsi renfermer 
une substance active sans que celle-ci soit m6Iang6e au 
coliagene. 

lis peuvent etrejappliques comrne p ar tie c aptrice ou 
emettrice d'une ou piusieurs substances actives ainsi qu'a la 
concentration et/ou la distribution a vitesse control6e "in 
vitro" et/ou "in vivo" d'une ou piusieurs substances actives 
et a la realisation d'enceintes de conservation et/ou de 
cultures "in vitro" et/ou "in vivo" de cellules, bacteries, virus, 
etc... 
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RESERVOIRS BIOCOMPATIBLES IMPLANTABLES A BASE DE 
COLLAGENE PERMETTANT LA CONSERVATION ET/OU LA CULTURE 
CELLULAIRES ET/OU LA LIBERATION CONTROLEE 
DE PRINCIPES ACTIFS 

La presente invention concerne des reservoirs biocompatibles 
implantables a base de collagene permettant la conservation et/ou la 
culture cellulaires et/ou la liberation controlee de principes actifs. 

On sait qu'il est couramment necessaire en therapeutique animale 
ou humaine ainsi qu'en biologie ceilulaire de disposer de reservoirs suscep- 
10 tibles de conserver, concentrer et/ou distribuer, a vitesse controlee, 
"in vitro" et/ou "in vivo" une ou plusieurs substances actives et, le cas 
echeant, de creer "in situ" un nouveau produit. 

On a egalement besoin d'enceintes de conservation et/ou de 
cultures "in vitro" et/ou "in vivo" de cellules, vivantes ou mortes, de 
15 bacteries, de virus... 

Ces reservoirs sont destines a jouer dans certains cas ie role 
de conteneurs simples ou de conteneurs a parois actives, le lieu d'implan- 
tation et la fonction souhaitee imposant des formes et des biodegradabi- 
lites tres diverses. De fa^on plus generate enfin ils devraient pouvoir 
20 servir de partie captrice ou emettrice d'un systeme de regulation plus 
complexe de liberation d'une ou plusieurs substances actives (Biocapteur 
ou Bioreacteur) (BIOFUTUR, janvier 1984, Biofutur S.A. Ed. 75007 PARIS). 

On connait deja des conteneurs en matiere plastique implantables, 
notamment ceux du type "micro-pompe" qui permettent de faire passer 
25 dans l'organisme, a vitesse controlee, des doses determinees d'une subs- 
tance active. II faut toutefois noter que les conteneurs de ce type ne 
sont que tres partiellement biocompatibles et ne sont pas biodegradables. 

On a etabli par ailleurs (HUC A. et COMTE Ph. 1983, Biofutur, 
N°9, 53-55) que le collagene constitue une substance de choix pour la 
30 realisation de biomateriaux. Cette proteine, qui constitue la trame de 
soutien des tissus conjonctifs, presente, outre des proprietes mecaniques 
remarquables, une excellente biocompatibilite et une biodegradabilite 
eventuellement modifiable en fonction du but recherche. 

La macromolecule de collagene d'une longueur de 3 000 A et 

o . 

35 d'une iargeur de 15 A est constituee de trois chaines peptidiques. Chaque 
chaine, d f une masse de 100 000 daltons, est en forme helicoldale. Les 
axes des helices s'enroulent en helice autour d'un axe commun k l'ihte- 
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rieur d'une meme macromolecule. Entre certaines chatnes peptidiques 
existent des liaisons reticulaires. L'arrangement ordonne des macromole- 
cules entre elles conduit a la formation de fibres* 

Les excellentes proprietes mecaniques du collagene proviennent, 
en grande partie, de la structure helicoldale et des liaisons reticulaires. 

Le caractere antigenique du collagene est tres faible- De ce 
fait, le collagene d'origine animale, ne provoque pas de reaction de 
rejet chez Tetre humain, ainsi qu'il ressort d'une etude de TAKEDA, 
U. et coll. dans le 3al of Toxicology Sciences, Vol 7, suppl. II, 1982 
10 pp 63-91. 

On sait egalement qu T il est possible de modifier la permeabilite 
d'une membrane de collagene par des traitements divers (STENZEL 
K.H. et Coll. (197*) Ann. Rev. Biophys and Bioeng, 3, 231-253). 

Toutes ces considerations ont conduit les Inventeurs a etudier 
15 la possibilite qu'offrait le collagene pour la realisation de reservoirs 
entierement ou partiellement biodegradables eventuellement implantables 
dans Porganisme et susceptibles d'assurer la distribution controlee aussi 
bien que la retention ou la concentration d r une substance active. 

L'invention a done pour objet des reservoirs biocompatibles 
20 implantables permettant la conservation et/ou la culture cellulaires 
et/ou la liberation controlee de principes actifs et qui sont essentiel- 
lement constitues d f une enveloppe continue de collagene seul ou de 
collagene associe a des mucopolysaccharides et/ou a de la gelatine ; 
ces reservoirs peuvent ainsi renfermer une substance active sans que 
2^ celle-ci soit melangee au collagene. 

Le procede de fabrication des reservoirs biocompatibles a base 
de collagene selon Tinvention va maintenant etre decrit en detail- 
La peau provenant de veau fraTchement abattu est lavee a Teau. 
Les polls et les tissus sous-cutanes sont elimines mecaniquement a Taide 
30 d'une refendeuse et seul le derme est conserve. Celui-ci est alors hache 
et broye. Le broyat obtenu est ensuite lave par du tampon phosphate 
a pH 7,8 puis rince a l'eau permutee. II est alors place dans une solution 
d'acide acetique a pH 3,5. La dilution doit etre telle que la concentration 
en collagene soit de 1,5 %. L'ensemble est homogeneise par ultra-sons, 
35 puis degaze par agitation sous "vide. Le gel ainsi oTrtenu est transTorme 
en film et notamment selon les procedes decrits dans les brevets frangais 
1 596 789 et 1 596 790 ou en tube par tout procede connu en soi et 
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notamment par le procede revendique dans la demande de brevet frangais 
parallele deposee ce meme jour pour un "Procede de fabrication de 
tubes de collagene notamment de tubes de faibles diametres..." et qui 
comporte les etapes suivantes : extrusion dans une filiere cylindrique 
equipee d'un tube central concentrique destine a recevoir une partie 
du bain de coagulation, d T un gel acide aqueux contenant 1,5 % environ 
de collagene natif, suivie d ! une coagulation des parois interne et externe 
du tube sortant de la filiere dans un bain de coagulation constitue d 1 envi- 
ron 70 % d'acetone pour 30 % d'ammoniaque, et d'un sechage. La soudure 
des parties libres du film ou du tube est assuree par serrage entre deux 
machoires chauffantes a une pression de 500g/cm2 et a une temperature 
de 145°C pendant cinq secondes. Les caracteristiques mecaniques de 
la soudure obtenue sont les suivantes : force a 1'arrachement de 400 
g/cm pour une distance de recouvrement de 3 mm. 

On obtient des reservoirs ayant la forme de coussins rectangu- 
laires a partir de deux films plans de memes dimensions soudes sur 
les quatre cotes- Des conteneurs cylindriques sont obtenus par soudure 
des extremites de tube. On peut egalement obtenir des reservoirs de 
formes diverses par moulage a chaud (vers 60°C) de films de collagene 
suivi de soudage de leurs bords. 

En partant de gels homogenes collagene-mucopolysaccharides 
tels que ceux obtenus selon le brevet frangais 2 517 315, on obtient 
egalement des tubes ou des films pouvant etre transformes en reservoirs 
comme dit plus haut, et qui presentent, par rapport aux memes elements 
realises en collagene seul, une conductivity accrue. 

Dans les cas ou les reservoirs doivent etre dotes de proprietes 
mecaniques tres importantes, on peut associer le collagene a d'autres 
materiaux, et notamment a des polymeres synthetiques. C f est ainsi 
que Ton peut renforcer des films de collagene par depot d'une trame, 
synthetique ou metallique, sur une couche de gel collagenique puis par 
recouvrement de Tensemble obtenu d'une nouvelle couche de gel collage- 
nique. Le sandwich ainsi constitue est seche dans un tunnel, dans les 
conditions mentionnees dans les brevets frangais 1 596 789 et 1 596 
790. 

Le materiau composite ainsi obtenu est alors soude co"mfne il 
a ete dit precedemment pour constituer un reservoir. Des tubes en col- 
lagene renforces peuvent etre fabriques en entourant un premier tube 
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en collagene par la trame synthetique et en collant par dessus a I'aide 
d'une colle bioiogique type Tissucol® un deuxieme tube de collagene 
d'un diametre legerement superieur au premier- Le reservoir sera obtenu 
par soudure des parties iibres du tube. 

Les reservoirs biocompatibles ainsi obtenus peuvent etre soumis 
a differents traitements afin, notamment, de modifier leur permeabilite, 
afin de pouvoir controler la diffusion de la substance active qu'iis doivent 
renfermer- 

C'est ainsi que, si Ton desire diminuer la permeabilite de la 
membrane, ameliorer sa biocompatible tout en augmentant sa resistance 
mecanique, on effectue une reticulation du collagene par traitement 
en etuve a S0°C pendant 48 heures sous un vide de 0,1 mm de mercure. 

On peut d'autre part desirer disposer de systemes presentant 
une tres faible biodegradabilite. Seion les techniques utilisees jusqu ! alors 
pour arriver a ce but, on tanne le collagene en fixant differentes subs- 
tances, en particulier des aldehydes, sur les groupements actifs de la 
proteine ; le collagene perd, de ce fait, une partie de ses proprietes 
bioiogiques, mais ce traitement risque d'entrainer in vivo une calcification 
du materiau collagenique ; de plus, les substances fixees sur les groupe- 
ments actifs risquent de se relarguer et d'avoir un effet nefaste sur 
Torganisme. 

Selon la presente invention, on bloque les groupements reactifs 
du collagene, sans apport de substances etrangeres (a la difference du 
precede decrit et revendique dans le brevet frangais 2 235 133) suscepti- 
bles de diffuser dans Torganisme, par introduction de groupements azides 
dans la molecule de collagene seion le processus suivant : 

On place le materiau pendant huit jours dans une solution metha- 
nolique acide (methanol pur, concentration en HC1 de 0,3 N). II se 
produit une methylation des groupements acides libres du collagene 
selon le schema suivant : 

Collagene-COOH + CH 3 OH ^Coll-C-0-CH 3 + H 2 0 

O 

Les groupements acides sont ceux des acides aspartique et gluma- 

tique. 

Le materiau est ensuite lave abondamment ~a Peau puis place 
dans une solution aqueuse a 1 % d l hydrazine ; les groupements methyles 
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se transforment en groupements hydrazides selon la reaction : 

C0II-C-O-CH.+NR.-NH2 Coll-C-NH-NH 0 

O O 
Une duree de quatre a cinq heures est necessaire pour obtenir 
5 Je nombre maximum de groupements transformes. Le materiau est alors 
rince abondamment a Teau, puis soumis a Taction d ! une solution de 
nitrite de sodium dans Tacide chlorhydrique 0,3 N. On obtient alors 
les groupements azides selon la reaction : 

ColI-C-NH-NH 9 +NaN0 o +HCl > Coll-C-N- 

o I 

La duree totale de cette reaction est d'environ cinq minutes. 
Le materiau est ensuite place pendant deux heures dans du tam- 
pon borate a pH9 (acide borique, tetraborate de sodium 0,2 M) puis 
rince abondamment a l'eau. 

Toutes les etapes du procede sont realisees a temperature am- 
biante (20 °C environ). 

Les dosages effectues sur le materiau final montrent qu'il ne 
contient ni hydrazine, ni nitrite de sodium, ni aucune autre substance 
etrangere. 

La calorimetrie differentielle programmee revele que la tempera- 
ture de denaturation du collagene est de 10°C plus elevee pour du colla- 
gene ainsi traite que pour du collagene brut ou simplement reticule. 

Le collagene active est done plus stable que le collagene recons- 
titue ; la temperature de denaturation depasse alors 37 °C, temperature 
de Porganisme. Le collagene conserve toute sa structure native et, 
par la, Tessentiel de ses proprietes, en particulier mecaniques. De plus, 
il resiste beaucoup mieux a Tattaque des enzymes proteolytiques. 

Un film de collagene ainsi traite a ete implante chez le rat, 
en situation intraperitoneal et en situation sous-cutanee. Son compor- 
tement a ete compare a celui d'un film de collagene place dans les 
m ernes situations. 

Les resultats des examens histologiques font ressortir : 

- qu'au bout de 21 jours, le film brut a disparu alors que, au 
bout de 90 jours, le film active est toujours identifiable ; 

- que des cellules mesotheiiales existent sur les deux implants, 
mais que leur apparition est retardee sur le materiau active et qu'elles 
s'y developpent moins bien. 
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Afin de diminuer la permeabilite du coilagene pour ralentir 
la diffusion du principe actif, une grosse molecule peut etre greffee 
a la surface du coilagene. Plus la taille de cette molecule est importante, 
plus elle joue le role de barriere pour ie cheminement d'une substance 
a travers la membrane du coilagene. 

Seion un autre mode de realisation de ^Invention, oh greffe 
au coilagene une enzyme susceptible d r agir "in vivo" sur la substance 
que le systeme est destine a recevoir. L ! organisme aura ainsi a sa dispo- 
sition une nouvelle substance preparee ex-temporanement. 

Ce procede de greffage peut, par exempie, etre celui decrit 
dans le brevet frangais 2 235 133 qui consiste a immerger le produit 
collagenique dans un melange methanol-acide pendant plusieurs heures 
a temperature ambiante, a rincer le produit a I'eau, puis a le plonger 
dans un bain d l hydrazine pendant plusieurs heures, a traiter ie produit 
obtenu par un melange nitrite de sodium-acide pendant queiques minutes, 
puis a le laver au chlorure de sodium. Le produit collagenique ainsi 
active est immerge dans une solution enzymatique a pH 9 pendant environ 
deux heures pour former un support collagenique enzymatiquement actif. 

On peut accroitre de facpon sensible la conductivity en reaiisant 
une paroi constitute de deux couches de coilagene prenant en sandwich 
une mince couche de carbone finement divisee. 

Les reservoirs biocompatibles peuvent enfin etre sterilises par 
une dose de 2,5 MRads de rayonnements V- Un tel traitement inactive 
definitivement tous les microorganismes, reticule le coilagene et inhibe 
son action sur la coagulation du sang. 

Les materiaux ainsi obtenus sont analyses sur trois plans : sur 
le plan chimique, sur le plan des masses moleculaires et sur ie plan 
de la structure (HUC A. et BARTHOLIN F. (1978) Revue Institut Pasteur 
Lyon, 11, N° 2,179-190). 

Le premier groupe d'analyses met en evidence le degre de purete 
du coilagene, le deuxieme i'integrite des chaines peptidiques et le troi- 
sieme la non destruction de la structure helicoldale. Toutes ces analyses 
demontrenx que la proteine possede toutes les caracteristiques du coila- 
gene. 

De plus, la calorimetrie differentieile programmee permet de 
determiner la thermostabiiite de la structure native et par la de connaitre 
la biodegradabilite du biomateriau. 
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Les resultats obtenus sont les suivants : 
Permeabilite : 

Les etudes de permeabilite ont ete effectives sur une solution 
de glycerol a 20 % placee dans un tube de collagene dont les parois 
5 avaient une epaisseur de 100 /am. Pour cela, du glycerol marque au carbo- 
ne 1* a ete dilue dans le glycerol non marque qui a servi a la preparation 
de la solution. Le tube utilise avait ete reticule par la chaleur comme 
indique plus haut et la quantite de solution utilisee etait de 500 >ul. 

Le reservoir ainsi prepare a ete mis dans 10 ml d'eau. La diffu- 
10 sion a ete suivie en mesurant a des intervailes de temps connus la radio- 
activite du bain entourant le reservoir. La courbe devolution de cetie 
radioactivite en C.P.M. de 200 /ul de bain entourant le reservoir en fonc- 
tion du temps est donnee sur la figure 1. On peut constater que meme 
avec le glycerol, petite molecule tres soluble dans l'eau, deux heures 
15 au moins sont necessaires pour obtenir 1'equilibre entre I'interieur et 
l'exterieur du tube. Le reservoir de collagene amene done un effet retard 
net dans la diffusion de la substance qu'il contient. 

Biodegradabilite 

Les experiences effectuees sur des films de collagene tannes 

20 par la methode aux azides ont montre que la temperature de debut 
de denaturation etait augmentee de 10°C par rapport a un collagene 
brut, cette temperature passant de 35 a 45°C. Dans ces conditions, 
le collagene "in vivo" ne perdra pas sa structure helicoldale et conservera 
ses proprietes mecaniques. 

25 De plus, il s'est avere qu'un reservoir de collagene implante 

en position sous-cutanee n ! etait pas digere par les collagenases au bout 
de 90 jours. Apres trois semaines, un reservoir en collagene pur a comple- 
tement disparu. Enfin, une biodegradabilite plus ou moins importante 
pourra etre obtenue en modifiant le temps de contact du collagene avec 

30 Talcool methylique dans la premiere etape de la methode de traitement 
aux azides. Un temps de contact plus faible entrainera une diminution 
du nombre de groupements acides bloques et, par la meme, une protection 
moindre du collagene. La biodegradabilite du reservoir sera done plus 
importante que dans le cas du traitement complet. 

35 Modification de la permeabilite 

Elle est obtenue en faisant varier Tepaisseur des parois du colla- 
gene, en preparant des conteneurs a double paroi ou en greffant des 
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grosses molecules a la proteine. 

Presentation des substances actives 

Elles peuvent etre rnises a Tinterieur du reservoir sous forme 
de solutions ou de liquides purs- Si une diffusion plus iente est desiree, 
ii est preferable de ies presenter sous forme de poudre ou de lyophllisat. 

Pour obtenir une diffusion encore plus lente, Ies poudres peuvent 
etre encapsulees dans du collagene selon Ie precede decrit dans la deman- 
de de brevet fran^ais 2 524 471. La substance peut etre incluse dans 
une eponge de collagene elle-meme piacee dans un reservoir. 

Le precede expose ci-dessus conduit done a Pobtention de reser- 
voirs possedant dans Porganisme des vitesses de degradations variables 
et laissant diffuser plus ou moins rapidement ies substances dans l'orga- 
nisme. Ces deux parametres seront fixes par Pepaisseur, la texture des 
parois et par les presentations des principes actifs dans le reservoir. 
15 Le conditionnement des reservoirs biocompatibles a base de 

collagene selon I'invention n'est nuliement iimite aux films et aux tubes 
ou conteneurs et il est evident que invention embrasse egalement toute 
autre forme de ces systemes, tels que des billes, capsules...dans laqueile 
ils sont susceptibles de remplir Ies fonctions decrites ci-avant. 
20 Les applications des reservoirs biocompatibles selon la presente 

invention sont nombreuses et variees ; e'est ainsi que ces reservoirs 
partiellement ou totalement biodegradables (eventuellement implantables 
in-vivo) peuvent intervenir - isolement ou en association - avec d f autres 
system es capteurs et/ou regulateurs. 
25 On sait que la voie percutanee presente des avantages incontes- 

tables dans les traitements a visee systemique mais que Pemploi des 
formes galeniques classiques, visant a une action prolongee s f accorde 
assez mal avec ce mode d 'administration- Les problemes majeurs rencon- 
tres sont : 

30 - la difficulte d'appiiquer une posologie precise et la mediocre 

maniabilite des formes pateuses ou liquides, ce qui est genant pour 
le malade, surtout en ambulatoire ; 

- le difficile respect de la surface d f application, dont depend 
le taux de penetration ; 
3^ _ i e r Qie important du mode d'application, pufequ^ne^friction 

de la peau peut augm enter la resorption par vasodilatation locale. 

La mise au point des reservoirs biocompatibles a base de colla- 
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gene selon Tinvention permet de disposer de systemes transdermiques 
solides, a liberation controlee de principe actif. Le principe actif, exao 
tement dose, disperse dans une phase liquide, diffuse a une vitesse cons- 
tante, predeterminee "in vitro" pendant plusieurs jours a travers la paroi 

} de collagene jouant le role de membrane poreuse semi-permeable ; on 
efface ainsi les variabilites inter et intra-individuelles dues notamment 
a Tage de la peau et au lieu d ! application. 

Le reservoir biocompatible selon 1'invention peut ainsi se presen- 
ter sous forme d f une pastille creuse composite (du type appeie "Tube- 

10 patch") dont Tune des parties est fixable a la peau, T autre constituant 
la surface active en contact avec la peau. 

Parmi les tres nombreux principes actifs qu'il est possible de 
liberer a Taide des reservoirs biocompatibles a base de collagene selon 
Tinvention, on peut citer la Trinitrine, la Scopolamine, TEphedrine, 

15 les produits anti-inflammatoires, les cicatrisants, decapants, antibiotiques, 
anesthesiques ou analgesiques sans que pour autant cette liste soit limita- 
tive. 

Les reservoirs biocompatibles selon Tinvention peuvent egalement 
etre appliques de fagon non limitative par voie intracavitaire : vagin, 
20 uterus, plaies operatoires par exemple sous forme d 1 implant intratumoral 
(chimiotherapie "in situ" par exemple). 

II se revelent aussi fort interessants par voie intravasculaire, 
par exemple pour l'induction des scleroses veineuses, le principe actif 
pouvant etre alors une solution glucosee a pourcentage variable et fonc- 
25 tion de Teffet que Ton cherche a obtenir sur Pintima. On peut ainsi, 
avec un pourcentage inferieur d 1 agent sclerosant, obtenir un effet sclero- 
sant plus sur en raison du contact prolonge avec la paroi avec, com me 
avantage supplement aire, la biodegradabilite et V absence de toxicite 
du materiau. 

30 L^tiiisation des reservoirs biocompatibles selon Tinvention a 

la realisation de pancreas artificiel est aussi tres pleine de promesses 
puisqu f on peut enfermer dans une structure impermeable aux anticorps 
et aux lymphocytes, mais permeable a Tinsuline et au glucose, des cellu- 
les allogeniques vivantes et fonctionnelies. 

35 y ne autre voie d'utilisation des reservoirs biocompatibles selon 

Tinvention est cell-e de conteneur et de micro-implants de cellules vivan- 
tes. 
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Utilises comme conteneurs de cellules pour la congelation et/ou 
la lyophiiisation, lis permettent d ! effectuer ces traitements sur des 
cellules vivantes prealablement extirpees de tissus sains ou de tumeurs, 
ou sur des cellules cultivees. 

La parol de ces conteneurs biodegradables plus ou moins rapide- 
ment permet, apres implantation "in vivo", la liberation soit de principes 
actifs, soit des cellules elles-meme, la permeabilite assurant la nutrition 
"in vivo" (cellules pancreatiques, thyroldiennes, osteoblastes, cellules 
sanguines, piacentaires, spermatozoldes, ovules, etc..) 

Ces conteneurs peuvent done servir de recipients au cours du 
prelevement, de la conservation, du transport et de la transplantation 
de cellules viables ; iis protegent leur contenu contre les attaques de 
Torganisme tout en permettant le deversement de principes actifs dans 
cet organisme. 

lis sont enfin susceptibles de servir de capteurs selectifs de 
substances biologiques (fixation selective d'antigenes ou anticorps). 

II est bien evident que les applications mentionnees ci-avant 
ne peuvent etre considerees comme limitatives et que ie champ ouvert 
aux reservoirs biocompatibles selon Pinvention est tres vaste puisqu'il 
est possible avec les elements constants de ces system es : coiiagene 
seul ou associe a des mucopolysaccharides et/ou a des gelatines presen- 
tant une permeabilite membranaire et une biodegradabilite fixee a la 
fabrication, de jouer sur de nombreuses variables, parmi lesqueiles se 
trouvent la taille et la forme du conteneur, le type de principe actif 
et ie lieu d'implantation. 
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- RE VENDICATK) NS - 

1- Reservoirs au moins partiellement biocompatibles et implanta- 
bles permettant la conservation et/ou la culture cellulaires et/ou la 
liberation controlee de principes actifs, caracterises en ce qu'ils sont 

5 essentieliement constitues d'une enveloppe continue en collagene et 
en ce qu'ils renferment une substance active sans que celle-ci soit melan- 
gee au collagene, 

2- Reservoirs selon la revendication 1, caracterises en ce que 
le collagene est associe a des mucopolysaccharides. 

10 3- Reservoirs selon la revendication 1 et la revendication 2, 

caracterises en ce que le collagene est associe a de la gelatine. 

4- Reservoirs selon les revendications 1 a 3, caracterises en 
ce que le collagene est reticule par traitement en etuve a environ 80°C 
pendant environ 48 heures sous un vide d'environ 0,1 mm de mercure. 

15 5- Reservoirs selon la revendication 4, caracterises en ce que 

les groupements reactifs du collagene sont bloques sans apport de subs- 
tances etrangeres susceptibles de diffuser dans I'organisme par introduc- 
tion de groupements azides dans la molecule de collagene. 

6- Reservoirs selon Tune quelconque des revendications 1 a 
20 -5j caracterises en ce que de grosses molecules sont fixees par greffage 

a la surface du collagene. 

7- Reservoirs selon I'une quelconque des revendications 1 a 
5, caracterises en ce que ie collagene est greffe a une enzyme susceptible 
d'agir "in vivo" sur la substance que le systeme est destine a recevoir. 

25 8- Reservoirs selon i l une quelconque des revendications 1 a 

7, caracterises en ce que le collagene est renforce par une trame syntheti- 
que ou metallique. 

9- Reservoirs selon Tune quelconque des revendications 1 a 

8, caracterises en ce qu'une mince couche de carbone finement divisee 
30 est prise en sandwich entre deux couches de collagene. 

10- Reservoirs selon Tune quelconque des revendications 1 a 

9, caracterises en ce qu'ils sont sterilises par une dose d'environ 2,5 
MRads de rayons gamma. 

11- Procede de fabrication de reservoirs au moins partiellement 
35 biocompatibles et Implantables selon la revendication" 5, caracterises 

en ce que le traitement comporte les etapes suivantes : 

- methylation des groupements acides libres du collagene, 



01 53896 



12 

- transformation des groupements methyles en groupements 
hydrazides, 

- transformation des groupements hydrazides en groupements 
azides par action de l'acide nitreux. 

12- Procede de fabrication -selon la revendication 11, caracterise 
en ce que le temps de contact dti collagene avec l'alcool methylique 
dans I'etape de methylation est module en fonction de la biodegradabilke 
que l r on desire conferer au collagene. 

13- Application des reservoirs selon l ! une quelconque des reven- 
dications 1 a 10 comme partie captrice ou emettrice d'une ou plusieurs 
substances actives. 

14- Application des reservoirs selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 10 a la concentration et/ou a la distribution a vitesse contro- 
iee, "in vitro" et/ou "in vivo" d'une ou plusieurs substances actives. 

15- Application des reservoirs selon Tune quelconque des reven- 
dications 1 a 10 a la realisation d'enceintes de conservation et/ou de 
cultures "in vitro" et/ou "in vivo" de cellules, bacteries, virus, etc... 
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Description 

La presente invention concerne des reservoirs biocompatibles implantables a base de coilagene 
permettant la conservation et/ou la culture cellulaires et/ou la liberation controlee de principes actifs. 
5 On sait qu'il est couramment necessaire en therapeutique animale ou humaine ainsi qu'en biologie 
cellulaire de disposer de reservoirs susceptibles de conserves concentrer et/ou distribuer, a vitesse 
controlee, "in vitro" et/ou "in vivo" une ou plusieurs substances actives et, le cas echeant, de creer "in 
situ" un nouveau produit. 

On a egalement besoin d'enceintes de conservation et/ou de cultures "in vitro" et/ou "in vivo" de 
w cellules, vivantes ou mortes, de bacteries, de virus... 

Ces reservoirs sont destines a jouer dans certains cas le role de conteneurs simples ou de conteneurs 
a parois actives, le lieu d'implantation et la fonction souhaitee imposant des formes et des biodegradabilites 
tres diverses. De fagon plus generate enfin ils devraient pouvoir servir de partie captrice ou emettrice d'un 
systeme de regulation plus complexe de liberation d'une ou plusieurs substances actives (Biocapteur ou 
15 Bioreacteur) (BIOFUTUR, janvier 1984, Biofutur S.A. Ed. 75007 PARIS). 

On connaTt deja des conteneurs en matiere plastique implantables, notamment ceux du type "micro- 
pompe" qui permettent de faire passer dans I'organisme, a vitesse controlee, des doses determinees d'une 
substance active. II faut toutefois noter que les conteneurs de ce type ne sont que tres partiellement 
biocompatibles et ne sont pas biodegradables. 
20 On a etabli par ailleurs (HUC A. et COMTE Ph. 1983, Biofutur, N°9, 53-55) que le coilagene constitue 
une substance de choix pour la realisation de biomateriaux. Cette proteine, qui constitue la trame de 
soutien des tissus conjonctifs, presente, outre des proprietes mecaniques remarquables, une excellente 
biocompatibilite et une biodegradabilite eventuellement modifiable en fonction du but recherche. 

La macromolecule de coilagene d'une longueur de 3 000 A et d'une largeur de 15 A est constitute de 
25 trois chaTnes peptidiques. Chaque chame, d'une masse de 100 000 daltons, est en forme helico'fdale. Les 
axes des helices s'enroulent en helice autour d'un axe commun a I'interieur d'une meme macromolecule. 
Entre certaines chaTnes peptidiques existent des liaisons reticulaires. L'arrangement ordonne des macromo- 
lecules entre elles conduit a la formation de fibres. 

Les excellentes proprietes mecaniques du coilagene proviennent, en grande partie, de la structure 
30 helico'fdale et des liaisons reticulaires. 

Le caractere antigenique du coilagene est tres faible. De ce fait, le coilagene d'origine animale, ne 
provoque pas de reaction de rejet chez I'etre humain, ainsi qu'il ressort d'une etude de TAKEDA, U. et coll. 
dans le Jal of Toxicology Sciences, Vol 7, suppl. II, 1982 pp 63-91. 

On sait egalement qu'il est possible de modifier la permeabilite d'une membrane de coilagene par des 
35 traitements divers (STENZEL K.H. et Coll. (1974) Ann. Rev. Biophys and Bioeng, 3, 231-253). 

Toutes ces considerations ont conduit les inventeurs a etudier la possibility qu'offrait le coilagene pour 
la realisation de reservoirs entierement ou partiellement biodegradables eventuellement implantables dans 
I'organisme et susceptibles d'assurer la distribution controlee aussi bien que la retention ou la concentration 
d'une substance active. 

40 L'invention a done pour objet des reservoirs biocompatibles implantables permettant la conservation 
et/ou la culture cellulaires et/ou la liberation controlee de principes actifs et qui sont essentiellement 
constitues d'une enveloppe continue de coilagene seul ou de coilagene associe a des mucopolysacchari- 
des et/ou a de la gelatine ; ces reservoirs peuvent ainsi renfermer une substance active sans que celle-ci 
soit melangee au coilagene. 

45 Le procede de fabrication des reservoirs biocompatibles a base de coilagene selon ('invention va 

maintenant etre decrit en detail. 

La peau provenant de veau fraTchement abattu est lavee a I'eau. Les poils et les tissus sous-cutanes 
sont elimines mecaniquement a I'aide d'une refendeuse et seul le derme est conserve. Celui-ci est alors 
hache et broye. Le broyat obtenu est ensuite lave par du tampon phosphate a pH 7,8 puis rince a I'eau 

50 permutee. II est alors place dans une solution d'acide acetique a pH 3,5. La dilution doit etre telle que la 
concentration en coilagene soit de 1,5 %. L'ensemble est homogeneise par ultra-sons, puis degaze par 
agitation sous vide. Le gel ainsi obtenu est transforme en film et notamment selon les procedes decrits 
dans les brevets frangais 1 596 789 et 1 596 790 ou en tube par tout procede connu en soi et notamment 
par le procede revendique dans la demande de brevet Europeen EP-B-1 56740 parallele deposee ce meme 

55 jour pour un "Procede de fabrication de tubes de coilagene notamment de tubes de faibles diametres..." et 
qui comporte les etapes suivantes : extrusion dans une filiere cylindrique equipee d'un tube central 
concentrique destine a recevoir une partie du bain de coagulation, d'un gel acide aqueux contenant 1,5 % 
environ de coilagene natif, suivie d'une coagulation des parois interne et externe du tube sortant de la filiere 
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dans un bain de coagulation constitute d'environ 70 % d'acetone pour 30 % d'ammoniaque, et d'un 
sechage. La soudure des parties libres du film ou du tube est assuree par serrage entre deux machoires 
chauffantes a une pression de 500g/cm2 et a une temperature de 145°C pendant cinq secondes. Les 
caracteristiques mecaniques de la soudure obtenue sont les suivantes : force a I'arrachement de 400 g/cm 

5 pour une distance de recouvrement de 3 mm. 

On obtient des reservoirs ayant la forme de coussins rectangulaires a partir de deux films plans de 
memes dimensions soudes sur les quatre cotes. Des conteneurs cylindriques sont obtenus par soudure 
des extremites de tube. On peut egalement obtenir des reservoirs de formes diverses par moulage a chaud 
(vers 60 °C) de films de collagene suivi de soudage de ieurs bords. 

w En partant de gels homogenes collagene-mucopolysaccharides tels que ceux obtenus selon le brevet 
frangais 2 517 315, on obtient egalement des tubes ou des films pouvant etre transformed en reservoirs 
comme dit plus haut, et qui presentent, par rapport aux memes elements realises en collagene seul, une 
conductivity accrue. 

Dans les cas ou les reservoirs doivent etre dotes de proprietes mecaniques tres importantes, on peut 
15 associer le collagene a d'autres materiaux, et notamment a des polymeres synthetiques. C'est ainsi que 
Ton peut renforcer des films de collagene par depot d'une trame, synthetique ou metallique, sur une 
couche de gel collagenique puis par recouvrement de Tensemble obtenu d'une nouvelle couche de gel 
collagenique. Le sandwich ainsi constitue est seche dans un tunnel, dans les conditions mentionnees dans 
les brevets frangais 1 596 789 et 1 596 790. 
20 Le materiau composite ainsi obtenu est alors soude comme il a ete dit precedemment pour constituer 
un reservoir. Des tubes en collagene renforces peuvent etre fabriques en entourant un premier tube en 
collagene par la trame synthetique et en collant par dessus a I'aide d'une colle biologique type Tissucol® 
un deuxieme tube de collagene d'un diametre legerement superieur au premier. Le reservoir sera obtenu 
par soudure des parties libres du tube. 
25 Les reservoirs biocompatibles ainsi obtenus peuvent etre soumis a differents traitements afin, notam- 
ment, de modifier leur permeabilite, afin de pouvoir controler la diffusion de la substance active qu'ils 
doivent renfermer. 

C'est ainsi que, si Ton desire diminuer la permeabilite de la membrane, ameliorer sa biocompatible 
tout en augmentant sa resistance mecanique, on effectue une reticulation du collagene par traitement en 
30 etuve a 80° C pendant 48 heures sous un vide de 0,1 mm de mercure. 

On peut d'autre part desirer disposer de systemes presentant une tres faible biodegradabilite. Selon les 
techniques utilisees jusqu'alors pour arriver a ce but, on tanne le collagene en fixant differentes substances, 
en particulier des aldehydes, sur les groupements actifs de la proteine ; le collagene perd, de ce fait, une 
partie de ses proprietes biologiques, mais ce traitement risque d'entratner in vivo une calcification du 
35 materiau collagenique ; de plus, les substances fixees sur les groupements actifs risquent de se relarguer 
et d'avoir un effet nefaste sur I'organisme. 

Selon la presente invention, on bloque les groupements reactifs du collagene, sans apport de 
substances etrangeres (a la difference du procede decrit et revendique dans le brevet frangais FR-A-2 235 
133) susceptibles de diffuser dans I'organisme, par introduction de groupements azides dans la molecule 
40 de collagene selon le processus suivant : 

On place le materiau pendant huit jours dans une solution methanolique acide (methanol pur, 
concentration en HCI de 0,3 N). II se produit une methylation des groupements acides libres du collagene 
selon le schema suivant : 

45 Collagene-COOH + CHJDH ^oll-C-0-CH 3 + Hp 



Les groupements acides sont ceux des acides aspartique et glumatique. 
50 Le materiau est ensuite lave abondamment a I'eau puis place dans une solution aqueuse a 1 % 
d'hydrazine ; les groupements methyles se transforment en groupements hydrazides selon la reaction : 



55 



Co!l-CO-CH 3 +NH 2 -NH2- 



il 

O 



>Coli-C-NH-NH 0 
M 2 
O 



Une duree de quatre a cinq heures est necessaire pour obtenir le nombre maximum de groupements 
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transformed. Le materiau est alors rince abondamment a I'eau, puis soumis a Taction d'une solution de 
nitrite de sodium dans I'acide chlorhydrique 0,3 N. On obtient alors les groupements azides selon la 
reaction : 



Coll-C-NH-NH 9 + NaN0 9 +HCl Coll-C-N-, 

O r\ 



w La duree totale de cette reaction est d'environ cinq minutes. 

Le materiau est ensuite place pendant deux heures dans du tampon borate a pH9 (acide borique, 
tetraborate de sodium 0,2 M) puis rince abondamment a I'eau. 

Toutes les etapes du procede sont realisees a temperature ambiante (20 °C environ). 
Les dosages effectues sur le materiau final montrent qu'il ne contient ni hydrazine, ni nitrite de sodium, 
w ni aucune autre substance etrangere. 

La calorimetrie differentielle programmee revele que la temperature de denaturation du collagene est de 
10° C plus elevee pour du collagene ainsi traite que pour du collagene brut ou simplement reticule. 

Le collagene active est done plus stable que le collagene reconstitue ; la temperature de denaturation 
depasse alors 37 °C, temperature de Torganisme. Le collagene conserve toute sa structure native et, par la, 
20 I'essentiel de ses proprietes, en particulier mecaniques. De plus, il resiste beaucoup mieux a I'attaque des 
enzymes proteolytiques. 

Un film de collagene ainsi traite a ete implante chez le rat, en situation intraperitoneal et en situation 
sous-cutanee. Son comportement a ete compare a celui d'un film de collagene place dans les memes 
situations. 

25 Les resultats des examens histologiques font ressortir : 

- qu'au bout de 21 jours, le film brut a disparu alors que, au bout de 90 jours, le film active est toujours 
identifiable ; 

- que des cellules mesotheliales existent sur les deux implants, mais que leur apparition est retardee 
sur le materiau active et qu'elles s'y developpent moins bien. 

30 Afin de diminuer la permeabilite du collagene pour ralentir la diffusion du principe actif, une grosse 
molecule peut etre greffee a la surface du collagene. Plus la taille de cette molecule est importante, plus 
elle joue le role de barriere pour le cheminement d'une substance a travers la membrane du collagene. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, on greffe au collagene une enzyme susceptible d'agir 
"in vivo" sur la substance que le systeme est destine a recevoir. L'organisme aura ainsi a sa disposition 

35 une nouvelle substance preparee ex-temporanement. 

Ce procede de greffage peut, par exemple, etre celui decrit dans le brevet francais FR-A-2 235 133 qui 
consiste a immerger le produit collagenique dans un melange methanol-acide pendant plusieurs heures a 
temperature ambiante, a rincer le produit a I'eau; puis a le plonger dans un bain d'hydrazine pendant 
plusieurs heures, a traiter le produit obtenu par un melange nitrite de sodium-acide pendant quelques 

40 minutes, puis a le laver au chlorure de sodium. Le produit collagenique ainsi active est immerge dans une 
solution enzymatique a pH 9 pendant environ deux heures pour former un support collagenique enzymati- 
quement actif. 

On peut accroitre de fagon sensible la conductivite en realisant une paroi constitute de deux couches 
de collagene prenant en sandwich une mince couche de carbone finement divisee. 
45 Les reservoirs biocompatibles peuvent enfin etre sterilises par une dose de 2,5 MRads de rayonne- 
ments 7. Un tel traitement inactive definitivement tous les microorganismes, reticule le collagene et inhibe 
son action sur la coagulation du sang. 

Les materiaux ainsi obtenus sont analyses sur trois plans : sur le plan chimique, sur le plan des masses 
moleculaires et sur le plan de la structure (HUC A. et BARTHOLIN F. (1978) Revue Institut Pasteur Lyon, 
50 11, N° 2,179-190). 

Le premier groupe d'analyses met en evidence le degre de purete du collagene, le deuxieme I'integrite 
des chaTnes peptidiques et le troisieme la non destruction de la structure helicoTdale. Toutes ces analyses 
demontrent que la proteine possede toutes les caracteristiques du collagene. 

De plus, la calorimetrie differentielle programmee permet de determiner la thermostabilite de la 
55 structure native et par la de connaTtre la biodegradabilite du biomateriau. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 



Permeabilite : 
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Les etudes de permeabilite ont ete effectives sur une solution de glycerol a 20 % placee dans un tube 
de collagene dont les parois avaient une epaisseur de 100 mm. Pour cela, du glycerol marque au carbone 
14 a ete dilue dans le glycerol non marque qui a servi a la preparation de la solution. Le tube utilise avait 
ete reticule par la chaleur comme indique plus haut et la quantite de solution utilisee etait de 500 ul. 

5 Le reservoir ainsi prepare a ete mis dans 10 ml d'eau. La diffusion a ete suivie en mesurant a des 
intervalles de temps connus la radioactivite du bain entourant le reservoir. La courbe devolution de cette 
radioactivite en C.P.M. de 200 i±\ de bain entourant le reservoir en fonction du temps est donnee sur la 
figure 1. On peut constater que meme avec le glycerol, petite molecule tres soluble dans I'eau, deux heures 
au moins sont necessaires pour obtenir I'equilibre entre I'interieur et I'exterieur du tube. Le reservoir de 

w collagene amene done un effet retard net dans la diffusion de la substance qu'il contient. 

Biodegradabilite 



Les experiences effectuees sur des films de collagene tannes par la methode aux azides ont montre 
15 que la temperature de debut de denaturation etait augmentee de 10 °C par rapport a un collagene brut, 

cette temperature passant de 35 a 45 °C. Dans ces conditions, le collagene "in vivo" ne perdra pas sa 

structure helico'fdale et conservera ses proprietes mecaniques. 

De plus, il s'est avere qu'un reservoir de collagene implante en position sous-cutanee n'etait pas digere 

par les collagenases au bout de 90 jours. Apres trois semaines, un reservoir en collagene pur a 
20 completement disparu. Enfin, une biodegradabilite plus ou moins importante pourra etre obtenue en 

modifiant le temps de contact du collagene avec I'alcool methylique dans la premiere etape de la methode 

de traitement aux azides. Un temps de contact plus faible entra?nera une diminution du nombre de 

groupements acides bloques et, par la meme, une protection moindre du collagene. La biodegradabilite du 

reservoir sera done plus importante que dans le cas du traitement complet. 

25 

Modification de la permeabilite 



Elle est obtenue en faisant varier I'epaisseur des parois du collagene, en preparant des conteneurs a 
double paroi ou en greffant des grosses molecules a la proteine. 

30 

Presentation des substances actives 

Elles peuvent etre mises a I'interieur du reservoir sous forme de solutions ou de liquides purs. Si une 
diffusion plus lente est desiree, il est preferable de les presenter sous forme de poudre ou de lyophilisat. 
35 Pour obtenir une diffusion encore plus lente, les poudres peuvent etre encapsulees dans du collagene 
selon le procede decrit dans la demande de brevet frangais FR-A-2 524 471 . La substance peut etre incluse 
dans une eponge de collagene elle-meme placee dans un reservoir. 

Le procede expose ci-dessus conduit done a I'obtention de reservoirs possedant dans I'organisme des 
vitesses de degradations variables et laissant diffuser plus ou moins rapidement les substances dans 
40 I'organisme. Ces deux parametres seront fixes par I'epaisseur, la texture des parois et par les presentations 
des principes actifs dans le reservoir. 

Le conditionnement des reservoirs biocompatibles a base de collagene selon I'invention n'est nullement 
limite aux films et aux tubes ou conteneurs et il est evident que I'invention embrasse egalement d'autres 
forme de ces systemes, tels que des billes, capsules. ..dans laquelle ils sont susceptibles de remplir les 
45 fonctions decrites ci-avant. 

Les applications des reservoirs biocompatibles selon la presente invention sont nombreuses et variees ; 
e'est ainsi que ces reservoirs partiellement ou totalement biodegradables (eventuellement implantables in- 
vivo) peuvent intervenir - isolement ou en association - avec d'autres systemes capteurs et/ou regulateurs. 
On sait que la voie percutanee presente des avantages incontestables dans les traitements a visee 
50 systemique mais que I'emploi des formes galeniques classiques, visant a une action prolongee s'accorde 
assez mal avec ce mode d'administration. Les problemes majeurs rencontres sont : 

- la difficulty d'appliquer une posologie precise et la mediocre maniabilite des formes pateuses ou 
liquides, ce qui est genant pour le malade, surtout en ambulatoire ; 

- le difficile respect de la surface d'application, dont depend le taux de penetration ; 

55 - le role important du mode d'application, puisqu'une friction de la peau peut augmenter la resorption 
par vasodilatation locale. 

La mise au point des reservoirs biocompatibles a base de collagene selon I'invention permet de 
disposer de systemes transdermiques solides, a liberation contrdlee de principe actif. Le principe actif, 
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exactement dose, disperse dans une phase liquide, diffuse a une vitesse constante, predetermined "in 
vitro" pendant plusieurs jours a travers la paroi de collagene jouant le role de membrane poreuse semi- 
permeable ; on efface ainsi les variabiles inter et intra-individuelles dues notamment a I'age de la peau et 
au lieu d'application. 

5 Le reservoir biocompatible selon Pinvention peut ainsi se presenter sous forme d'une pastille creuse 
composite (du type appele "Tube-patch") dont Tune des parties est fixable a la peau, I'autre constituant la 
surface active en contact avec la peau. 

Parmi les tres nombreux principes actifs qu'il est possible de liberer a I'aide des reservoirs biocompati- 
bles a base de collagene selon I'invention, on peut citer la Trinitrine, la Scopolamine, I'Ephedrine, les 

w produits anti-inflammatoires, les cicatrisants, decapants, antibiotiques, anesthesiques ou analgesiques sans 
que pour autant cette liste soit limitative. 

Les reservoirs biocompatibles selon I'invention peuvent egalement etre appliques de fagon non 
limitative par voie intracavitaire : vagin, uterus, plaies operatoires par exemple sous forme d'implant 
intratumoral (chimiotherapie "in situ" par exemple). 

w II se revelent aussi fort interessants par voie intravasculaire, par exemple pour I'induction des scleroses 
veineuses, le principe actif pouvant etre alors une solution glucosee a pourcentage variable et fonction de 
I'effet que I'on cherche a obtenir sur I'intima. On peut ainsi, avec un pourcentage inferieur d'agent 
sclerosant, obtenir un effet sclerosant plus sur en raison du contact prolonge avec la paroi avec, comme 
avantage supplemental, la biodegradabilite et I'absence de toxicite du materiau. 

20 L'utilisation des reservoirs biocompatibles selon I'invention a la realisation de pancreas artificiel est 
aussi tres pleine de promesses puisqu'on peut enfermer dans une structure impermeable aux anticorps et 
aux lymphocytes, mais permeable a I'insuiine et au glucose, des cellules allogeniques vivantes et 
fonctionnelles. 

Une autre voie d'utilisation des reservoirs biocompatibles selon I'invention est celle de conteneur et de 
25 micro-implants de cellules vivantes. 

Utilises comme conteneurs de cellules pour la congelation et/ou la lyophilisation, ils permettent 
d'effectuer ces traitements sur des cellules vivantes prealablement extirpees de tissus sains ou de tumeurs, 
ou sur des cellules cultivees. 

La paroi de ces conteneurs biodegradables plus ou moins rapidement permet, apres implantation "in 
30 vivo", la liberation soit de principes actifs, soit des cellules elles-meme, la permeabilite assurant la nutrition 
"in vivo" (cellules pancreatiques, thyro'fdiennes, osteoblastes, cellules sanguines, placentaires, spermatozoT- 
des, ovules, etc..) 

Ces conteneurs peuvent done servir de recipients au cours du prelevement, de la conservation, du 
transport et de la transplantation de cellules viables ; ils protegent leur contenu contre les attaques de 
35 I'organisme tout en permettant le deversement de principes actifs dans cet organisme. 

Ils sont enfin susceptibles de servir de capteurs selectifs de substances biologiques (fixation selective 
d'antigenes ou anticorps). 

II est bien evident que le champ ouvert aux reservoirs biocompatibles selon I'invention est tres vaste 
puisqu'il est possible avec les elements constants de ces systemes : collagene seul ou associe a des 
40 mucopolysaccharides et/ou a des gelatines presentant une permeabilite membranaire et une biodegradabili- 
te fixee a la fabrication, de jouer sur de nombreuses variables, parmi lesquelles se trouvent la taille et la 
forme du conteneur, le type de principe actif et le lieu d'implantation. 

Revendications 

45 

1. Reservoir biocompatible a base de collagene, constitue par une enveloppe continue d'un film de 
collagene, caracterise en ce qu'il comprend un premier tube en collagene entoure par une frame 
synthetique, et un deuxieme tube de collagene de diametre superieur, les parties libres des tubes etant 
soudees. 

50 

2. Reservoir biocompatible a base de collagene, constitue par une enveloppe d'un film de collagene, 
selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il contient une substance active incluse dans une eponge 
de collagene, elle-meme placee dans I'enveloppe. 

55 3. Procede de fabrication de reservoirs biocompatibles a base de collagene, selon la revendication 1, 
selon lequel on part d'un gel aqueux de collagene natif, on extrude dans une filiere un film a partir du 
gel aqueux, on coagule le film dans un bain de coagulation, on seche le film coagule, caracterise en 
ce qu'on soude les cote libres de deux films par serrage entre deux machoires chauffantes. 
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4. Procede de fabrication selon la revendication 3, caracterise en ce qu'on effectue une reticulation par la 
chaleur du film de collagene ou du reservoir, par un traitement en etuve sous vide. 

5. Pancreas artificiel, comprenant un reservoir selon Tune quelconque des revendi cations 1 et 2, 
5 caracterise en ce que ledit reservoir enferme des cellules allogeniques vivantes et fonctionnelles. 

6. Conteneur de cellules pour la congelation et/ou la lyophilisation, comprenant un reservoir selon Tune 
quelconque des revendications 1 et 2. 

w Claims 

1. Collagen-based biocompatible reservoir consisting of a continuous envelope of a collagen film, 
characterised in that it comprises a first collagen tube surrounded by a synthetic matrix, and a second 
collagen tube of greater diameter, the free parts of the tubes being bonded. 

15 

2. Collagen-based biocompatible reservoir, consisting of a collagen-film envelope according to Claim 1, 
characterised in that it contains an active substance enclosed in a collagen sponge, which is itself 
placed in the envelope. 

20 3. Process for manufacturing collagen-based biocompatible reservoirs according to Claim 1 , according to 
which an aqueous gel of native collagen is used as the starting material, a film is extruded in a die from 
the aqueous gel, the film is coagulated in a coagulation bath, and the coagulated film is dried, 
characterised in that the free sides of the two films are bonded by pressing between two heating jaws. 

25 4. Manufacturing process according to Claim 3, characterised in that a crosslinking is performed by 
heating the collagen film or the reservoir, by treatment in an oven under vacuum. 

5. Artificial pancreas comprising a reservoir according to any one of Claims 1 and 2, characterised in that 
the said reservoir contains living and functional allogeneic cells. 

30 

6. Cell container for freezing and/or freeze-drying, comprising a reservoir according to any one of Claims 
1 and 2. 

Patentanspruche 

35 

1. Biologisch vertraglicher Behalter auf Basis von Kollagen, gebildet durch eine durchgehende Umhullung 
aus einer Kollagenfolie, dadurch gekennzeichnet, da/3 er ein erstes Rohr aus Kollagen aufweist, das von 
einem synthetischen Gerust und von einem zweiten Rohr aus Kollagen mit groCerem Durchmesser 
umrundet ist, wobei die freien Enden der Rohre verschweiflt sind. 

40 

2. Biologisch vertraglicher Behalter auf Basis von Kollagen, gebildet durch eine Umhullung aus einer 
Kollagenfolie nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 er einen Wirkstoff enthalt, der in einem 
Kollagenschwamm eingeschlossen ist, der selbst wiederum in der Umhullung angeordnet ist. 

45 3. Verfahren zum Herstellen von biologisch vertraglichen Behaltern auf Basis von Kollagen nach Anspruch 
1 , bei dem von einem wassrigen Gel an naturlichem Kollagen ausgegangen wird, in einem Spritzgu/3- 
mundstuck eine Folie aus diesem wassrigen Gel extrudiert wird, die Folie in einem Koagulationsbad 
koaguliert wird, sowie die koagulierte Folie getrocknet wird, dadurch gekennzeichnet, da/3 die freien 
Enden von zwei Folien durch Zusammendrucken zwischen zwei Heizstempeln verschwei/3t werden. 

50 

4. Herstellungsverfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 eine Vernetzung der Kollagenfo- 
lie oder des Behalters durch Warme mittels einer Behandlung in einem Trockenofen im Vakuum 
durchgefuhrt wird. 

55 5. Kunstlicher Pankreas, enthaltend ein Behalter nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der Behalter lebende und funktionelle allogene Zellen einschlie/3t. 

6. Behaltnis fur Zellen zum Eindicken und/oder zur Lypophilisierung, enthaltend einen Behalter nach 
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einem der Anspruche 1 oder 2. 
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